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1. RESUMEN

Staphylococcus aureus es considerado uno de los principales patdégenos
responsables de las infecciones comunitarias y relacionadas con el cuidado de la
salud. La terapia de las infecciones estafilocécicas enfrenta muchas dificultades, no
solo por la resistencia de la bacteria a los antibiéticos y la multiplicidad de factores
de virulencia que produce, sino también por su capacidad para formar biofilm. Del
mismo modo, las infecciones causadas por Staphylococcus epidermidis en los
hospitales son cada vez mas frecuentes, sobre todo en contaminacion de
instrumentos quirdrgicos y en pacientes con el sistema inmune comprometido. El
biofilm es producido por el locus ica que cuenta con cuatro genes icaA, icaB, icaC
e icaD. El objetivo del estudio fue detectar la presencia de los genes ica,
responsables de la producciéon de biofilm, en aislados clinicos de Staphylococcus
aureus y Staphylococcus epidermidis mediante reaccibn en cadena de la
polimerasa (PCR). Se analizaron 99 asilados clinicos de S. aureus y S. epidermidis
provenientes de dos hospitales de tercer nivel en las ciudades de Quito y el Puyo,
y una cepa control American Type Culture Collection de S. aureus ATCC® 25923.
Las bacterias formaron parte de la Coleccién Bacteriana Quito Catodlica (CB-QCA).
Los aislados fueron cultivados en manitol salado y al dia siguiente en agar rojo
Congo (CRA), para determinar su capacidad de producir biofilm. Fueron
identificados seis fenotipos siguiendo la escala colorimétrica patron: muy rojo
11/100, rojo 35/100, rojo obscuro 25/100, casi negro 3/100, negro con 16/100 y muy
negro 10/100. Se identificé la presencia de los genes del locus ica en cada bacteria
y se obtuvo un 70,0% positivos para icaA, 35% positivos para icaB, 26,0% positivos
para icaC y 66,0% positivos para icaD a través de PCR con cebadores especificos
para cada gen. Al comparar los resultados del CRA con la confirmacién con PCR,
se observo que la técnica de agar rojo Congo no es 100% efectiva para determinar
si los aislados son capaces de producir biofilm, ya que se identificaron aislados que
presentaron los fenotipos negativos para la produccion de biofilm (muy rojo, rojo y

rojo obscuro) pero tenian uno o mas de los genes ica.

Palabras Clave: agar rojo Congo, biofilm, estafilococos, factores de virulencia,
genes icaA, icaB, icaC, icaD



2. ABSTRACT

Staphylococcus aureus is considered one of the main pathogens responsible
for hospital and community related infections. The therapy for these staphylococcal
infections faces many difficulties, not just for antibiotic resistance and a variety of
virulence factors, but for its capacity to produce biofilm. Similarly, infections caused
by Staphylococcus epidermidis are more frequent, especially in surgical
instrumentation and with patients with a compromised immune system. Biofilm is
produced by the locus ica which have four genes icaA, icaB, icaC e icaD. The
objective of this study was to detect the presence of the ica genes, responsible for
the biofilm production in clinic isolates of Staphylococcus aureus and
Staphylococcus epidermidis by polymerase chain reaction (PCR). Ninety-nine
clinical isolates of S. aureus and S. epidermidis from two third level hospitals in Quito
and Puyo were analyzed, as well as a control strain of S. aureus from the American
Type Culture Collection. The isolates were registered in the Bacterial Collection
Quito Catdlica (CB-QCA). The isolates were cultured in Mannitol Salt and the next
day into Congo Red Agar (CRA), to determine if the isolates can produce biofilm.
Six phenotypes were obtained following the colorimetric pattern and were identified:
very red 11/100, red 35/100, dark red 25/100, almost black 3/100, black 16/100 and
very black 10/100. The presence of the genes from the locus ica was identified in
each isolate and the 70,00% was positive for icaA, 35,00% positive for icaB, 26,00%
positive for icaC and 66,00% positive for icaD by PCR, using specific primers for
each gene. When the results of the CRA and the PCR were compared, it was
observed that the CRA is not 100% effective to determine if the isolates can produce
biofilm, since there were isolates which showed negative phenotypes for biofilm

production (very red, red, dark red) but they possessed some of the ica genes.

Keywords: biofilm, Congo red agar, genes icaA, icaB, icaC, icaD, staphylococci,



3. INTRODUCCION

Staphylococcus es un género de bacterias Gram positivas que se
caracterizan por ser anaerobios facultativos, inmoviles, no esporulados, catalasa
positivos y fermentadores de glucosa. Estas bacterias son consideradas
comensales, ya que se encuentran en la piel y en las membranas mucosas del
humano (Kleinschmidt, Huygens, Faoagali, Rathnayake y Hafner, 2015). Su
nombre proviene de los vocablos griegos staphyle (racimo de uvas) y kokkus
(baya), ya que describe la forma en la que estas bacterias se ven bajo el
microscopio (Pahissa, 2009). Las colonias en medio sdélido como el agar nutriente
son, comunmente, redondas, de borde liso, convexas y con superficie brillante

(Rodriguez, Gamboa, Hernandez y Garcia, 2006).

Las bacterias de este género se pueden separar en dos grupos basandonos
en la capacidad de algunas especies para producir coagulasa: las bacterias
coagulasa positivas, como S. aureus, y coagulasa negativas, como S. epidermidis
(Granslo, 2012). Dentro de ambos grupos, las especies de mayor importancia
médica son S. aureus, S. epidermidis y S. saprophyticus, aunque otras especies
son potencialmente capaces de producir un cuadro patoldgico (Rodriguez et al.,
2006).

La identificacion de las bacterias dentro del género tradicionalmente es
mediante pruebas de tincién Gram, descripcion de la morfologia, catalasa, oxidasa,
metabolismo anaerobio/fermentativo, etc. (Koneman y Allen, 2008). El método mas
usado para la identificacion de S. aureus y epidermidis es en agar de manitol
salado, ya que su alta concentracion de sal inhibe el crecimiento de bacterias Gram
negativas y presenta una coloracion distintiva para diferenciar a estas dos especies
(Pahissa, 2009).

Staphylococcus aureus es considerado uno de los principales patégenos
responsables de las infecciones comunitarias y relacionadas con el cuidado de la
salud (Jaskiewicz, Janczura, Nowicka y Kamysz, 2019). Es una bacteria muy

resistente al calor, la desecacidn y puede crecer en condiciones de alta salinidad.



Esto facilita que el 20% de la poblacion sea portadora permanente de esta bacteria
en fosas nasales y el 60% actian como portadores intermitentes (Carr, Daley,
Givens, Merkel y Rose, 2018).

Es comun aislar S. aureus en casos de bacteriemia de paises
industrializados. Estas tienen una incidencia de 15 a 40 casos por cada 100.000
personas. Ademas, se relacionan con tasas de letalidad del 15 al 25% (Vogel et al.,
2016). Segun Zecconiy Scali (2013), en Estados Unidos es considerada una de las
principales causas de muerte. Hasta el 2013 se registré 18.000 muertes por afio,
290,000 hospitalizaciones y cerca de 12 millones de visitas médicas. En estudios
recientes en el mismo pais, Kourtis et al. (2019) estimaron que hasta el 2017 hubo
119.247 casos de personas que sufrieron de infecciones al torrente sanguineo por
S. aureus y cerca de 19,832 muertes. Lo que nos indica que el nimero de casos
continda persistiendo a pesar del tiempo y los esfuerzos para combatir este tipo de

infecciones.

Uno de los factores que complican el tratamiento de infecciones
estafilococicas son los factores de virulencia que estas pueden poseer. Estos
elementos le confieren a la bacteria la capacidad de ser mas patogénica u obtener
una ventaja de supervivencia. Las principales toxinas que le brindan a S. aureus su
patogenicidad son: la toxina de shock toxico, coagulasa, toxinas citoliticas, toxinas
exfoliativas y la leucocidina de Panton-Valentine (Ji, 2007). Debido a ellas, S.
aureus puede causar distintas enfermedades dependiendo del sitio de infeccion.
Entre las principales estan: endocarditis, fibrosis, neumonia necrotizante, shock

toxico y sepsis (Lim et al., 2015).

Actualmente, el factor mas importante en el tratamiento de estas infecciones
es la capacidad que tiene esta bacteria para adquirir resistencias a los antibiéticos.
En el afio 1960 se describio la cepa de S. aureus resistente a la meticilina (MRSA,
por sus siglas en inglés), el B-lactamico mas efectivo contra la mayoria de las cepas
de S. aureus hasta la época (Panlilio et al. 1992). Estas cepas de MRSA estaban
inicialmente relacionadas a infecciones adquiridas en hospitales (HA-MRSA) y a

mediados de los noventa se comenzO a encontrar cepas resistentes en la



comunidad (CA-MRSA), con gente que no ha tenido contacto con el sistema de
salud (David y Daum, 2017).

Debido a la dispersion de estas cepas de MRSA se buscaron tratamientos
alternativos usando Vancomicina, Daptomicina y Linezolid (Haaber, Penadés y
Ingmer, 2017). Pero actualmente, existen cepas con resistencia intermedia o
completamente resistentes a estos antibidticos (Wei et al., 2018; Roch et al. 2017).
La Organizacion Mundial de la Salud desde el afio 2017 ha incluido a
Staphylococcus aureus en la lista de las bacterias para las que se necesitan
urgentemente nuevos antibidticos. Se encuentran en la categoria 2: Elevada, ya
que presentan una farmacorresistencia creciente (Tacconelli et al.,, 2018;

Organizacion Mundial de la Salud, 2019).

Estas bacterias multirresistentes se dispersan rapidamente por el mundo
debido al uso indiscriminado o frecuente de los antibiéticos, aumentando el riesgo
y los costos de los tratamientos (Zaman et al., 2017). Dentro de los casos de
hospitales reportados en Ecuador se registra una prevalencia del 25% de MRSA

multirresistentes (Guzman-Blanco et al., 2009).

S. epidermidis es una de las bacterias mas comunes en la microbiota de la
piel y la mucosa de los seres humanos. Esta es capaz de sobrevivir a altas
concentraciones de salinidad y se diferencia principalmente de S. aureus porque
esta carece de coagulasa (Otto, 2009). Esta bacteria actia como probidtico,
evitando la colonizaciobn de otras bacterias mas patogénicas. En la piel S.
epidermidis fermenta el glicerol en acido butirico y acido acético, los cuales inhiben

la colonizacion de S. aureus (Traisaeng, Herr, Kao, Chuang y Huang, 2019)

En los dltimos afos se ha convertido en un patégeno frecuente, demostrando
gue tienen la habilidad de colonizar los nichos que un ambiente de hospital ofrece
(Heilmann, Ziebuhr y Becker, 2019). Los factores que facilitan que S. epidermidis
logre causar una infeccion son: un sistema inmune comprometido o inmaduro
(Dong, Speer y Glaser, 2018), individuos que hayan pasado por intervenciones
quirurgicas (Kleinschmidt et al.,, 2015), presencia de dispositivos médicos
permanentes que ofrecen una superficie de colonizacion (Oliveira et al., 2018)



El crecimiento de casos de S. epidermidis en infecciones de hospitales se
debe a la produccion de un biopolimero extracelular conocido como biofilm. Este
protege a las bacterias contra el sistema inmune del huésped y sirve como barrera
contra tratamientos antibioticos (Heilmann et al., 2019). Existen dos tipos de biofilm
conocidos en estafilococos, la adhesina intercelular de polisacéaridos (PIA, por sus
siglas en inglés) y el biofilm PIA independiente (Arciola, Campoccia, Ravaioli, y
Montanaro, 2015).

El biofilm de tipo PIA o tambien conocido como poli-N-acetilglucosamina
(PNAG) consiste de cadenas de poli-B(1-6)-N-acetilglucosamina, un
glicosoaminoglicano linear que proporciona la adhesion intercelular de células
bacterianas (Arciola et al., 2015).Tanto en S. aureus como en S. epidermidis, el
biofilm es codificado por el Operon ica, el cual consiste de cuatro genes (icaA, icaD,
icaB e icaC), que codifican transferasas y deacetilasas que produciran cadenas con
mondémeros de N-acetilglucosaminas, que al final crearan delgadas capas de
biofilm (Heilmann et al., 2019).

El biofilm de tipo PIA independiente es generado por diversas proteinas
como la proteina asociada a biofilm (Bap), la proteina asociada a la acumulacion
(Aap), generalmente asociadas a estafilococos coagulasa negativa. Otro tipo de
proteinas de superficie como SasG, SasC, proteina A, proteinas de unién a la
fibronectina, también contribuyen a la formacion de este tipo de biofilm (Arciola et
al., 2015).

La producciéon de biofilm depende de varios factores externos, como la
presencia de etanol, isopropanol y NaCl (Luther, Bilida, Mermel y LaPlante, 2015).
Otro factor regulador de la expresion de biofilm es el elemento transponible 1S256,
gue se inserta en diferentes sitios del operon ica, inhibiendo la sintesis de biofilm
en una cepa productora de biofilm. (Hennig y Ziebuhr, 2008). Este es un proceso
reversible, ya que después de unas cuantas generaciones las cepas pueden volver
a producir biofilm (Ziebuhr et al., 1999; Hennig y Ziebuhr, 2008). Por eso se cree
importante comprobar la presencia de los genes, antes que basarse Unicamente en

las pruebas fenotipicas.



El estudio se centra en la busqueda de bacterias productoras de biofilm tipo
PIA, como un diagnostico temprano que ayudaria a la prevencién de
complicaciones en el tratamiento de infecciones estafilococicas. Los tratamientos
deben adaptarse dependiendo a la complejidad del biofilm que produzcan las
bacterias, ya que se necesitaran diferentes tipos de agentes dispersores, para que
los antibiéticos puedan actuar sobre las bacterias. Un riesgo de la dispersién del
biofilm, es que las colonias que se desprenden colonicen otros érganos, por lo que
se recomienda realizar terapias combinadas de agentes dispersores con drogas

antimicrobianas sistémicas (Zapotoczna, O’Neill y O'Gara, 2016).

3.1 OBJETIVOS

3.1.1 OBJETIVO GENERAL

Detectar la presencia de los genes ica, responsables de la produccion de
biofilm, en aislados clinicos de Staphylococcus aureus y Staphylococcus

epidermidis mediante reaccion en cadena de la polimerasa.

3.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.2.1 Colectar aislados bacterianos en tres hospitales de Tercer

nivel, dos en Quito y uno en el Puyo.

3.1.2.2 Realizar pruebas fenotipicas para verificar la produccion de
biofilm en los aislados colectados, con patrones colorimétricos obtenidos en agar
rojo Congo.

3.1.2.3 Identificar la presencia de los genes Ica por medio de
Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR).

3.1.2.4 Comparar la expresion fenotipica del biofilm con los datos de

presencia y ausencia obtenidos en las reacciones de PCR.



4. MATERIALES Y METODOS
4.1 POBLACION DE ESTUDIO

El estudio se realizé con aislados clinicos donados de dos hospitales de
tercer nivel de la ciudad de Quito, uno al sur (Hospital 1) y otro en el centro (Hospital
2), y un hospital de tercer nivel de la ciudad del Puyo (Hospital 3), durante los meses
de octubre del 2016 a mayo del 2017. Los aislados fueron procesados e
identificados en los hospitales como S. epidermidis o0 S. aureus y se aislaron en
placas de agar nutriente para su transporte al Laboratorio de Microbiologia de la
Escuela de Ciencias Bioldgicas de la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador
(PUCE). Para el transporte, las placas fueron selladas con parafilm, guardadas en
una funda de plastico resistente, y finalmente fueron colocadas dentro de un cooler,
identificado con riesgo biolégico, hasta el Laboratorio. Al estudio se le adjunto la

cepa ATCC® de Staphylococcus aureus 25923 como referencia.

Los aislados obtenidos pasaron a formar parte de la Coleccién Bacteriana
Quito Catdlica (CB-QCA) y se les fueron asignados con un codigo propio de la
coleccion. Para su procesamiento, las bacterias fueron reaisladas en placas de agar

manitol salado (BBL™ BD) para su identificacion y prevenir contaminacion.

El manitol salado es un medio de cultivo diferencial que permite el
aislamiento de muestras clinicas y deteccién de Staphylococcus aureus. Este inhibe
el crecimiento de bacterias Gram negativas, ya que tiene una concentracién de
7,5% de cloruro sodico por litro. La diferenciacion entre especies de estafilococos
se debe al rojo de fenol, como indicador de pH, y a la fermentacion del manitol. La
fermentacion del manitol produce &acidos que modifican el pH del medio,
modificando el color del medio de rojo a amarillo. Las bacterias capaces de
fermentar el manitol, como Staphylococcus aureus, se observan como colonias
amarillas en un medio amarillo. Los estafilococos que no fermentan el manitol seran

de color rojo o rosado (Laboratorios Britania, 2020)

Desde las placas de agar manitol salado se cultivaron a cada bacteria en

agar nutriente dentro de tubos 10x120 mm con tapa de caucho hermética para la



bacterioteca CB-QCA a temperatura ambiente. Las mismas luego fueron cultivadas
en 5 mL de caldo Infusion Cerebro Corazon (BHI por sus siglas en inglés, BBL™
BD) a 37 °C por 18 horas. A cada tubo se le afiadiéo 30% de glicerol, y se realiz6 4
alicuotas de 1,5 mL en microtubos. Dos de las alicuotas fueron almacenadas a -20
°C y las otras 2 copias a -80 °C para formar parte de la bacterioteca de

congelamiento.

4.2 EXTRACCION DE ADN

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de los aislados conservados a -20
°C. Para su reactivacion, las bacterias fueron cultivadas en caldo BHI (Difco™)
durante 18-24 horas a 35 °C. Al dia siguiente los aislados fueron sembrados en-
agar manitol salado (BBL™ BD) durante 18-24 horas a 35 °C. Finalmente, al tercer
dia se realiz6 una transferencia de los aislados obtenidos de la placa a caldo
Tripticasa soya (TSB, por sus siglas en inglés) (Difco™) durante 18 horas a 35 °C.
Con los cultivos en TSB se utilizé el kit comercial de extraccion de ADN “Wizard®
Genomic DNA Purification kit” (PROMEGA®) y se siguieron las indicaciones
provistas por el fabricante; con la previa preparacion de soluciones de EDTA
(50mM) y Lizosima (10 mg/ml), reactivos empleados para la extraccion de ADN de
bacterias Gram positivas. La calidad y cantidad de ADN fue determinado con
NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific™). EI ADN extraido fue almacenado a -20 °C

hasta su uso en las reacciones de amplifiacion por PCR.

4.3 PRUEBAS FENOTIPICAS

Se realizaron pruebas en agar rojo Congo para determinar la expresion de
biofilm. Para la preparacion del agar rojo Congo se emple6: BHI agar (BBL™ BD),
0,8 g/l de rojo Congo (BDH Chemicals Ltd) y 36 g/l de glucosa; siguiendo el
protocolo propuesto por Petrelli et al. (2006). A partir de los aislados obtenidos
sobre las placas de Manitol Salado (BBL™ BD) se reaislaron los cultivos en placas
de rojo Congo. La incubacién fue durante toda una noche a 37 °C, seguido de 12
horas a temperatura ambiente para continuar con las lecturas. El rojo Congo cambia
el color de las colonias ante la presencia de los polisacaridos producidos para la

produccion del biofilm. Si las bacterias producen biofilm, las colonias seran de color
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negro. Los aislados que carezcan de esta capacidad seran de color rojo (Freeman,
Falkiner y Keane, 1989). Se evaluaron los resultados segun la coloracion de las
colonias en el medio, basandose en las escalas colorimétrica obtenidas en la
publicacion de Arciola et al., (2002), que consta de seis categorias: muy rojo, rojo,
rojo obscuro, casi negro, negro y muy negro segun se detalla en el Anexo 1, tomado
de Arciola et al. (2002) y en la Figura 1 segun lo detallado en este estudio. El criterio
para separar cada categoria fue el siguiente: muy rojo. las colonias presentan un
color rojo claro (Figura 1, a); rojo, las colonias presentan un color rojo obscuro
(Figura 1, b); rojo obscuro, las colonias presentan un color rojo obscuro mas
cercano al negro (Figura 1, c); las colonias presentan un color rojo obscuro con
bordes negros y un centro mas obscuro que el resto (Figura 1, d); negro, las
colonias eran de color negro y a veces con bordes rojizos (Figura 1, €); muy negro,
las colonias son completamente obscuras (Figura 1, f).

4.4 PRUEBAS GENOTIPICAS

Se realiz6 reacciones de amplificacién con PCR para detectar los genes ica
(icaA, icaB, icaC e ica D). Las reacciones de un total de 15 ul contenian 7,5 pl de
GoTag® Green Master Mix (PROMEGA®), 0,6 ul de ADN, 0,6 pl de cebador

forward, 0,6 de cebador reverse y 5,5 de agua grado molecular.

Para Staphylococcus epidermidis se utilizaron cebadores para los cuatro
genes ica. Estos cebadores fueron tomados de la publicacién de Paluch-Ole$ et al.,
(2011) (Tabla 1) y se utlizaron las mismas condiciones, excepto por las
temperaturas de templado de icaA, icaB e icaC. Estas temperaturas pasaron por
un proceso de gradiente para obtener mejores resultados, siendo 52,3 °C, 57,6 °C
y 40.6 °C respectivamente. Para Staphylococcus aureus se utilizaron los cebadores
(icaA e icaD) descritos por Haddad et al., (2018) (Tabla 2) utilizando las mismas

condiciones para la PCR.

Los amplicones resultantes de las PCR fueron analizados en gel de agarosa
al 1% mediante electroforesis, incluyendo un marcador de peso molecular de 100
pb (Trackit™ 100 pb ADN Ladder, Invitrogen). El proceso de tincion del gel se
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realiz6 con fluorocromo SYBR™ Gold 10.000x (Invitrogen), disuelto a una
concentracion 2x (1ul de SYBR Gold en 5 ml de TBE) en solucion tampon de
tris(hidroximetilJaminometano (Tris), Borato y Acido Etilendiaminotetraacético
(EDTA) (44,5 mM tris-HCI, 44,5mM &cido bérico, 1,5 mM EDTA, 0,5 x TBE) y
sumergiendo el gel en esta solucion durante 1 hora en un lugar oscuro. Los
resultados fueron fotografiados utilizando el fotodocumentador Molecular Imager®
Gel Doc™ XR+ System (Bio-Rad).
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Tabla 1. Cebadores utilizados en la deteccion de genes codificantes para la

produccion de biofilm en Staphylococcus epidermidis

Cebador Secuencias del cebador Longitud  Condiciones de  Referencia
del PCR
producto
icaA 5'-GACCTCGAAGTCAATAGAGGT-3’ Paluch-
forward 30s95°C Oles et
814 pb 30s52,3°C al., 2011
icaA 5-CCCAGTATAACGTTGGATACC-3’ 1,5min 72°C
reverse 30 ciclos
icaB 5-ATGGCTTAAAGCACACGACGC-3’ Paluch-
forward 1 min 95°C Ole$ et
526 pb 1 min 57,6 °C al., 2011
icaB 5-TATCGGCATCTGGTGTGACAG-3' 1,5min 72 °C
reverse 30 ciclos
icaC 5-ATAAACTTGAATTAGTGTATT-3’ Paluch-
forward 30s95°C Oles et
989pb  1min40.6°C 4. 2011
icaC 5-ATATATAAAACTCTCTTAACA-3' 1,5 min 72 °C
reverse 30 ciclos
icaD 5-AGGCAATATCCAACGGTAA-3’ Paluch-
371pb 1 min59°C al., 2011
icaD 5-GTCACGACCTTTCTTATATT-3 2,5min 72 °C
30 ciclos
reverse

(pb) Pares de base
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Tabla 2. Cebadores utilizados en la deteccion de genes codificantes para la

produccion de biofilm en Staphylococcus aureus

Cebador Secuencias del cebador Longitud Condiciones Referencia
del de PCR
producto
icaA 5-ACACTTGCTGGCGCAGTCAA-3’ Haddad et
forward 30s94°C al., 2018
188 pb 30s55°C
icaA 5-TCTGGAACCAACATCCAACA-3’ 45 s 72 °C
reverse 30 ciclos
icaD 5-ATGGTCAAGCCCAGACAGAG-3’ Haddad et
forward 30s94°C al., 2018
198 pb 30s55°C
icaD 5-AGTATTTTCAATGTTTAAAGCAA-3’ 45 s 72 °C
reverse 30 ciclos

(pb) Pares de base
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5. RESULTADOS

51 POBLACION DE ESTUDIO

Durante el periodo establecido se colectaron 40 aislados del Hospital 1 (24
S. epidermidis y 16 S. aureus); en el Hospital 2 se colectaron 50 aislados (37 S.
epidermidis y 13 S. aureus); y finalmente en el Hospital 3 se colectaron 9 aislados
(solamente S. aureus) dando un total de 99 aislados clinicos. En el andlisis se
incluyé una la cepa control de Staphylococcus aureus ATCC® 25923, resultando
en un total de 100 muestras para las pruebas de fenotipo y genotipo, 61 S.
epidermidis y 39 S. aureus (Tabla 3).

Tabla 3. Lista de aislados colectados, hospital de origen y tipo de muestra,
de los tres hospitales en orden de registro en la base de datos de la Coleccién
Bacteriana Quito Catélica, CB-QCA

No

Identificacion

aislado  C0digo PUCE  Hospital Origen de la Muestra PUCE
1 CB-QCA 4524  Hospital 3  Secrecion absceso S. aureus
2 CB-QCA 4540 Hospital 1  Sangre S. epidermidis
3 CB-QCA 4556 Hospital 3  Tejido 6seo S. aureus
4 CB-QCA 4566 Hospital 1  Sangre S. epidermidis
5 CB-QCA 4569 Hospital 1  Sangre S. epidermidis
6 CB-QCA 4571 Hospital 1  Herida abierta S. aureus
7 CB-QCA 4574 Hospital 2  Sangre S. epidermidis
8 CB-QCA 4576  Hospital 2  Liquido purulento S. aureus
9 CB-QCA 4577 Hospital 1 Absceso S. aureus
10 CB-QCA 4583 Hospital 2 C. pélvica Douglas S. aureus
11 CB-QCA 4584 Hospital2 Sangre S. aureus
12 CB-QCA 4587 Hospital 2 Secrecion vaginal S. aureus
13 CB-QCA 4588 Hospital2 Sangre S. epidermidis
14 CB-QCA 4592 Hospital 2  Sin registro S. epidermidis
15 CB-QCA 4598 Hospital2 Sangre S. epidermidis
16 CB-QCA 4613 Hospitall Sangre S. epidermidis
17 CB-QCA 4615 Hospital1 Herida abierta S. aureus

(CB-QCA) Coleccién Bacteriana Quito Catodlica
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Tabla 3. Lista de aislados colectados, hospital de origen y tipo de muestra,

de los tres hospitales en orden de registro en labase de datos de la Coleccion

Bacteriana Quito Cato6lica, CB-QCA (Continuacion...)

No

Identificacion

aislado  C0Odigo PUCE Hospital Origen de la Muestra PUCE

18 CB-QCA 4616 Hospitall Tejido S. epidermidis
19 CB-QCA 4620 Hospital1l Tejido S. epidermidis
20 CB-QCA 4629 Hospital1 Sangre S. epidermidis
21 CB-QCA 4634 Hospital 2 Liquido cefalorraquideo S. aureus

22 CB-QCA 4636 Hospital 2 Nasofaringeo S. epidermidis
23 CB-QCA 4653 Hospital 2 Sin registro S. aureus

24  CB-QCA 4655 Hospital 2 Sangre S. aureus

25 CB-QCA 4656 Hospital 2 Sangre S. epidermidis
26 CB-QCA 4659 Hospital 2 Punta catéter S. epidermidis
27 CB-QCA 4681 Hospital2 Punta catéter S. epidermidis
28 CB-QCA 4682 Hospital 2 Punta catéter S. epidermidis
29 CB-QCA 4695 Hospital 2 Sangre S. epidermidis
30 CB-QCA 4696 Hospital2 Sangre S. epidermidis
31 CB-QCA 4709 Hospital2 Se. Traqueal S. epidermidis
32 CB-QCA 4710 Hospital2 Sangre S. epidermidis
33 CB-QCA 4713 Hospital 1 Herida abierta S. epidermidis
34 CB-QCA 4714 Hospital1 Herida abierta S. aureus

35 CB-QCA 4718 Hospital2 Sangre S. epidermidis
36 CB-QCA 4721 Hospitall Sangre S. epidermidis
37 CB-QCA 4722 Hospitall Sangre S. aureus

38 CB-QCA 4723 Hospital 1 Herida abierta S. aureus

39 CB-QCA 4724 Hospitall Sangre S. aureus

40 CB-QCA 4728 Hospital 2 Sin registro S. epidermidis
41 CB-QCA 4729 Hospital 2 Sin registro S. epidermidis
42 CB-QCA 4730 Hospital 2 Sin registro S. epidermidis
43 CB-QCA 4735 Hospital 2 Sin registro S. epidermidis
44  CB-QCA 4736 Hospital 2 Sin registro S. epidermidis
45 CB-QCA 4747 Hospital 1 Punta catéter S. epidermidis
46 CB-QCA 4749 Hospitall Sangre S. aureus

47 CB-QCA 4750 Hospitall Sangre S. epidermidis
48 CB-QCA 4784 Hospital 2 Sangre S. aureus

49 CB-QCA 4798 Hospital2 Sangre S. epidermidis

(CB-QCA) Coleccion Bacteriana Quito Catdlica
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Tabla 3. Lista de aislados colectados, hospital de origen y tipo de muestra,

de los tres hospitales en orden de registro en la base de datos de la Coleccién

Bacteriana Quito Cato6lica, CB-QCA (Continuacion...)

No

aislado  C0digo PUCE Hospital  Origen de la Muestra Identificacion PUCE
50 CB-QCA 4799 Hospital 2 Sangre S. epidermidis
51 CB-QCA 4814 Hospital 2 Sec. ocular S. epidermidis
52 CB-QCA 4827 Hospital 2 Sangre S. epidermidis
53 CB-QCA 4828 Hospital 2 Sangre S. aureus
54 CB-QCA 4838 Hospital 2 Sangre S. epidermidis
55 CB-QCA 4839 Hospital 2 Sangre S. aureus
56 CB-QCA 4843 Hospital 1 Sangre S. epidermidis
57 CB-QCA 4845 Hospital 1 Absceso S. aureus
58 CB-QCA 4847 Hospital 1 Sangre S. epidermidis
59 CB-QCA 4857 Hospital 2 Orina S. epidermidis
60 CB-QCA 4858 Hospital 2 S. fosa nasal derecha S. epidermidis
61 CB-QCA 4869 Hospital 2 S. herida quirargica S. epidermidis
62 CB-QCA 4873 Hospital 1 Tejido S. aureus
63 CB-QCA 4874 Hospital 1 Herida abierta S. aureus
64 CB-QCA 4875 Hospital 1 Punta catéter S. epidermidis
65 CB-QCA 4881 Hospital 1 Sangre S. aureus
66 CB-QCA 4888 Hospital 2 Liquido articular S. aureus
67 CB-QCA 4889 Hospital 2 Absceso mamario S. aureus
68 CB-QCA 4891 Hospital 2 Punta catéter S. epidermidis
69 CB-QCA 4892 Hospital 2  Sin registro S. epidermidis
70 CB-QCA 4899 Hospital 1 Sangre S. epidermidis
71 CB-QCA 4901 Hospital 1 Orina S. epidermidis
72  CB-QCA 4902 Hospital 1 Secrecion ocular S. epidermidis
73  CB-QCA 4909 Hospital 1 Sangre S. epidermidis
74  CB-QCA 4911 Hospital 1 Tejido S. epidermidis
75 CB-QCA 4926 Hospital 1 Sangre S. aureus
76  CB-QCA 4927 Hospital 1 Sangre S. epidermidis
77  CB-QCA 4929 Hospital 1 Sangre S. epidermidis
78 CB-QCA 4930 Hospital 1 Sangre S. epidermidis
79 CB-QCA 4931 Hospital 1 Sangre S. aureus
80 CB-QCA 4943 Hospital 2 Sangre S. epidermidis
81 CB-QCA 4944 Hospital 1 Orina S. aureus

(CB-QCA) Coleccién Bacteriana Quito Catélica
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Tabla 3. Lista de aislados colectados, hospital de origen y tipo de muestra,

de los tres hospitales en orden de registro en la base de datos de la Coleccién

Bacteriana Quito Cato6lica, CB-QCA (Continuacion...)

No

aislado  C0digo PUCE Hospital Muestra Identificacion PUCE
82 CB-QCA 4947 Hospital 1  Sangre S. epidermidis
83 CB-QCA 4949 Hospital 2 Sangre S. epidermidis
84 CB-QCA 4951 Hospital 2 Orina S. epidermidis
85 CB-QCA4960 Hospital3 O° Funcion S. aureus
abdominal
86 CB-QCA 4965 Hospital 3  S. traqueal S. aureus
87 CB-QCA 4973 Hospital 3  Fisura S. aureus
88 CB-QCA 4983 Hospital 2  Sin registro S. epidermidis
89 CB-QCA 4986  Hospital 2 Punta catéter S. epidermidis
90 CB-QCA4980 Hospital2 Clandulade S. aureus
Bartolino
91 CB-QCA 4993 Hospital 1  Sangre S. aureus
92 CB-QCA 4998 Hospital 1  Sangre S. epidermidis
93 CB-QCA5001  Hospital 2 Punta catéter S. epidermidis
94  CB-QCA 5002 Hospital 2 Sangre S. epidermidis
95 CB-QCA 5003 Hospital 2 Sangre S. epidermidis
96 CB-QCA5018 Hospital 3  Sin registro S. aureus
97 CB-QCA5019  Hospital 3 dAbscesos muslo 5 aureus
erecho
98 CB-QCA 5020 Hospital 3  S. faringea S. aureus
99 CB-QCA5021 Hospital 3 Canal medular S. aureus
100 ATCC® 25923 - - S. aureus

(CB-QCA) Coleccion Bacteriana Quito Catolica; (ATCC) Coleccién Americana de cultivos Tipo, en
inglés American Type Culture Collection

5.2

PRUEBAS FENOTIPICAS

Los fenotipos relacionados con la produccién de biofilm son las variantes:

casi negro, negro y muy negro; mientras que las variaciones muy rojo, rojo y rojo

obscuro se relacionan con la ausencia de biofilm (Figura 1; Anexo 1). Los fenotipos

mas dominantes entre la poblacion fueron rojo y rojo obscuro con 35/100 y 25/100

respectivamente, a continuacion, el fenotipo negro con 16/100, muy negro 9/100,

muy rojo 11/100 y casi negro 4/100 (Figura 2).



18

Figura 1. Patrén colorimétrico reconocido en las muestras colectadas. a) muy rojo, CB-QCA 4588 b) rojo, CB-QCA 4847 c) rojo
obscuro, CB-QCA 4714 d) casi negro, CB-QCA 4620 e) negro, CB-QCA 4814 f) muy negro, CB-QCA 4659
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Figura 2. Nomero de fenotipos observados en las placas de agar rojo Congo
en la poblacion: (mr) muy rojo; (r) rojo; (ro) rojo obscuro; (cn) casi negro; (n) negro;
(mn) muy negro

El nimero de aislados con fenotipos positivos para la produccion de biofilm:
casi negro, negro, muy negro, por especie fueron muy bajos, siendo para S.
epidermidis 21/61 (34,42%) aislados y de S. aureus, 8/39 (20,51%) aislados (Figura
3). Los 71 aislados restantes de S. aureus y S. epidermidis presentaron fenotipos

negativos para la produccion de biofilm: muy rojo, rojo, rojo obscuro (Tabla 4).

En el Hospital 1 14/40 (35%) aislados tuvieron fenotipos positivos, de los
cuales 9 aislados fueron S. epidermidis y 5 S. aureus. En el Hospital 2 13/50 (26%)
aislados fueron positivos, siendo 12 S. epidermidis y 1 S. aureus. En el Hospital 3
solamente 1/9 (11,11%) aislado mostré un fenotipo positivo (Figura 4). En total los
aislados clinicos positivos fueron 28/99 (28,28%) y 29/100 con la ATCC® de S.
aureus 25923.
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Figura 3. Porcentaje de fenotipos positivos a la prueba de produccion de
biofilm en agar rojo Congo por cada especie
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Figura 4. Numero de aislados positivos a la prueba de formacién de biofilm

en medio agar rojo Congo por hospital de estudio
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53 PRUEBAS GENOTIPICAS

El resultado de las reacciones de amplificacion para S. epidermidis mostrd
un porcentaje mayor al 50% de la poblacion con presencia de los genes icaA, icaB,
icaD; mientras que para icaC fue menor al 50%. ElI nUmero de aislados positivos
para icaA fue de 36/61 (59,02%) (Figura 5), 35/61 (57,38%) aislados para icaB
(Figura 6), 26/61 (42,62%) para icaC (Figura 7) y 32/61 (52,46%) icaD (Figura 8).
En S. aureus el porcentaje de aislados positivos para los genes icaA (Figura 9) e
icaD (Figura 10) fue de 34/39 (87,18%) para ambos genes. En toda la poblacion el
total de genes positivos fue icaA 70/100, icaB 35/100, icaC 26/100 e icaD 66/100
(Tabla 4).
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Figura 5. Gel representativo de los productos de amplificacion obtenidos para
el genicaA en S. epidermidis. M, marcador de peso molecular (100 pb); (-), control
negativo; aislado 1, CB-QCA 4891, aislado 2, CB-QCA 4927
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Figura 6. Gel representativo de los productos de amplificacién obtenidos para
el genicaB en S. epidermidis. M, marcador de peso molecular (100 pb); (-), control
negativo; aislado 1, CB-QCA 4891, aislado 2, CB-QCA 4799
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Figura 7. Gel representativo de los productos de amplificacién obtenidos para
el genicaCen S. epidermidis. M, marcador de peso molecular (100 pb); (-), control
negativo; aislado 1, CB-QCA 4891, aislado 2, CB-QCA 4750
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Figura 8. Gel representativo de los productos de amplificacién obtenidos para
el genicaDen S. epidermidis. M, marcador de peso molecular (100 pb); (-), control
negativo; aislado 1, CB-QCA 4891, aislado 2, CB-QCA 4827
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Figura 9. Gel representativo de los productos de amplificacion obtenidos para
el gen icaA en S. aureus. M, marcador de peso molecular (100 pb); (-), control

negativo; aislado 1, CB-QCA 4584; aislado 2, CB-QCA 4751; aislado 3, CB-QCA
4583
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Figura 10. Gel representativo de los productos de amplificacion obtenidos
parael genicaD en S. aureus. M, marcador de peso molecular (100 pb); (-), control
negativo; aislado 1, CB-QCA 4584; aislado 2, CB-QCA 4751; aislado 3, CB-QCA
4583
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Tabla 4. Resultados de presencia y ausencia de genes icaA, icaB, icaC, icaD

y lecturas en placas de agar rojo Congo

ais'}';do Cbédigo PUCE  Identificacion icaA icaB icaC icaD Ci?wjgo
1 CB-QCA 4524 S. aureus 1 sc sc 1 cn
2 CB-QCA 4540 S. epidermidis 0 0 0 0 n
3 CB-QCA 4556 S. aureus 1 sc sc 1 r
4 CB-QCA 4566 S. epidermidis 0 0 0 0 ro
5 CB-QCA 4569 S. epidermidis 1 1 1 1 r
6 CB-QCA 4571 S. aureus 1 Sc Sc 1 n
7 CB-QCA 4574 S. epidermidis 0 0 0 0 r
8 CB-QCA 4576 S. aureus 1 SC Sc 1 mr
9 CB-QCA 4577 S. aureus 1 sc sc 1 r
10 CB-QCA 4583 S. aureus 1 sc sc 1 r
11 CB-QCA 4584 S. aureus 1 sc sc 1 ro
12 CB-QCA 4587 S. aureus 1 sc sc 1 ro
13 CB-QCA 4588 S. epidermidis 0 0 0 0 mr
14 CB-QCA 4592 S. epidermidis 0 0 0 0 r
15 CB-QCA 4598 S. epidermidis 0 0 0 0 r
16 CB-QCA 4613 S. epidermidis 0 0 0 0 cn
17 CB-QCA 4615 S. aureus 0 Sc Sc 0 cn
18 CB-QCA 4616 S. epidermidis 1 1 0 0 n
19 CB-QCA 4620 S. epidermidis 1 1 0 1 cn
20 CB-QCA 4629 S. epidermidis 1 1 1 1 r
21 CB-QCA 4634 S. aureus 1 sc sc 1 mr
22 CB-QCA 4636 S. epidermidis 0 0 0 0 mn
23 CB-QCA 4653 S. aureus 1 Sc SC 1 r
24  CB-QCA 4655 S. aureus 1 Sc Sc 1 ro
25 CB-QCA 4656 S. epidermidis 0 0 0 0 mn
26 CB-QCA 4659 S. epidermidis 1 1 1 1 mn
27 CB-QCA 4681 S. epidermidis 1 1 0 0 mr
28 CB-QCA 4682 S. epidermidis 1 1 1 1 mr
29 CB-QCA 4695 S. epidermidis 0 0 0 0 mn
30 CB-QCA 4696 S. epidermidis 1 1 0 1 r
31 CB-QCA 4709 S. epidermidis 1 1 0 1 r
32 CB-QCA 4710 S. epidermidis 1 1 1 1 n

(1) presencia; (0) ausencia; (CB-QCA) Coleccion Bacteriana Quito Catdlica; (cn) Casi negro, (mn)
muy negro, (mr) muy rojo, (n) negro, (r) rojo, (ro) rojo obscuro; (sc) sin cebadores, Staphylococcus

aureus no cuentan con cebadores paraicaBy C.
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Tabla 4. Resultados de presencia y ausencia de genes icaA, icaB, icaC, icaD

y lecturas en placas de agar rojo Congo (continuacién...)

No

aislago  C0digo PUCE Identificacion icaA icaB icaC icaD Rojo Congo
33 CB-QCA 4713 S. epidermidis 1 0 0 1 n
34 CB-QCA 4714 S. aureus 1 sc sc 1 ro
35 CB-QCA 4718 S. epidermidis 1 1 1 1 mn
36 CB-QCA 4721 S. epidermidis 0 0 0 0 r
37 CB-QCA 4722 S. aureus 1 SC SC 1 mr
38 CB-QCA 4723 S. aureus 1 SC SC 1 ro
39 CB-QCA 4724 S. aureus 1 sc sc 1 r
40 CB-QCA 4728 S. epidermidis 1 1 1 1 r
41 CB-QCA 4729 S. epidermidis 0 0 0 0 mr
42 CB-QCA 4730 S. epidermidis 0 0 0 0 ro
43 CB-QCA 4735 S. epidermidis 0 0 0 0 r
44  CB-QCA 4736 S. epidermidis 1 1 1 1 ro
45 CB-QCA 4747 S. epidermidis 1 1 1 1 r
46 CB-QCA 4749 S. aureus 1 SC SC 1 ro
47 CB-QCA 4750 S. epidermidis 1 1 1 1 n
48 CB-QCA 4784 S. aureus 1 SC SC 1 ro
49 CB-QCA 4798 S. epidermidis 1 1 1 1 n
50 CB-QCA 4799 S. epidermidis 1 1 1 1 ro
51 CB-QCA 4814 S. epidermidis 0 0 0 0 n
52 CB-QCA 4827 S. epidermidis 1 1 1 1 r
53 CB-QCA 4828 S. aureus 1 SC SC 1 ro
54 CB-QCA 4838 S. epidermidis 0 0 0 0 n
55 CB-QCA 4839 S. aureus 1 SC SC 1 n
56 CB-QCA 4843 S. epidermidis 1 1 1 0 r
57 CB-QCA 4845 S. aureus 1 SC SC 1 ro
58 CB-QCA 4847 S. epidermidis 1 1 1 0 r
59 CB-QCA 4857 S. epidermidis 1 1 1 1 mn
60 CB-QCA 4858 S. epidermidis 1 1 1 1 r
61 CB-QCA 4869 S. epidermidis 1 1 1 1 ro
62 CB-QCA 4873 S. aureus 1 SC Sc 1 n
63 CB-QCA 4874 S. aureus 1 SC SC 1 mn
64 CB-QCA 4875 S. epidermidis 1 1 1 1 r
65 CB-QCA 4881 S. aureus 1 SC SC 1 r

(1) presencia; (0) ausencia; (CB-QCA) Coleccion Bacteriana Quito Catdlica; (cn) Casi negro, (mn)
muy negro, (mr) muy rojo, (n) negro, (r) rojo, (ro) rojo obscuro; (sc) sin cebadores, Staphylococcus

aureus no cuentan con cebadores paraicaBy C.
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Tabla 4. Resultados de presencia y ausencia de genes icaA, icaB, icaC, icaD

y lecturas en placas de agar rojo Congo (continuacién...)

ais’,\';do Cddigo PUCE  Identificacion 'CAa '%a |<(::a '%a Rojo Congo
66 CB-QCA 4888 S. aureus 1 sc sc 1 mr
67 CB-QCA 4889 S. aureus 1 sc sc 1 ro
68 CB-QCA 4891 S. epidermidis 1 1 1 1 n
69 CB-QCA 4892 S.epidermidis O 0 0 0 n
70 CB-QCA 4899 S. epidermidis 1 1 1 1 ro
71 CB-QCA 4901 S.epidermidis O 0 0 0 mn
72 CB-QCA 4902 S. epidermidis O 0 0 0 r
73 CB-QCA 4909 S. epidermidis 1 1 0 1 n
74 CB-QCA 4911 S. epidermidis 1 1 1 1 r
75 CB-QCA 4926 S. aureus 0 sc sc 0 n
76  CB-QCA 4927 S. epidermidis 1 1 1 1 mn
77 CB-QCA 4929 S. epidermidis 1 1 0 1 r
78 CB-QCA 4930 S. epidermidis 1 1 1 1 r
79 CB-QCA 4931 S. aureus 0 SC sc 0 ro
80 CB-QCA 4943 S. epidermidis 1 1 0 1 r
81 CB-QCA 4944 S. aureus 1 SC Sc 0 ro
82 CB-QCA 4947 S. epidermidis 1 1 1 1 r
83 CB-QCA 4949 S.epidermidis O 0 0 0 r
84 CB-QCA 4951 S.epidermidis O 0 0 0 r
85 CB-QCA 4960 S. aureus 1 sc sc 1 r
86 CB-QCA 4965 S. aureus 1 sc sc 1 r
87 CB-QCA 4973 S. aureus 1 sc sc 1 ro
88 CB-QCA 4983 S. epidermidis 1 1 0 1 ro
89 CB-QCA 4986 S.epidermidis O 0 0 0 r
90 CB-QCA 4989 S. aureus 1 SC SC 1 mr
91 CB-QCA 4993 S. aureus 0 Sc Sc 0 ro
92 CB-QCA 4998 S. epidermidis O 0 0 0 r
93 CB-QCA5001 S. epidermidis 1 1 1 1 mr
94 CB-QCA5002 S.epidermidis O 0 0 0 ro
95 CB-QCA5003 S.epidermidis O 0 0 0 r
96 CB-QCA5018 S. aureus 1 SC Sc 1 ro
97 CB-QCA5019 S. aureus 1 SC Sc 1 ro

(1) presencia; (0) ausencia; (CB-QCA) Coleccién Bacteriana Quito Catodlica; (cn) Casi negro, (mn)
muy negro, (mr) muy rojo, (n) negro, (r) rojo, (ro) rojo obscuro; (sc) sin cebadores, Staphylococcus

aureus no cuentan con cebadores paraicaBy C.
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Tabla 4. Resultados de presencia y ausencia de genes icaA, icaB, icaC, icaD

y lecturas en placas de agar rojo Congo (continuacién)

. Cédigo PUCE Identificacion '¢? '¢& €& Ica

A B C D Rojo Congo

98 CB-QCA5020 S. aureus 1 sc sc 1 mr
99 CB-QCA5021 S. aureus 1 sc sc 1 ro
100 ATCC® 25923 S. aureus 0 sc sc 1 n

(1) presencia; (0) ausencia; (ATCC) Coleccion Americana de cultivos Tipo, en inglés American Type
Culture Collection; (CB-QCA) Coleccidn Bacteriana Quito Catolica; (cn) Casi negro, (mn) muy negro,

(mr) muy rojo, (n) negro, (r) rojo, (ro) rojo obscuro; (sc) sin cebadores, Staphylococcus aureus no
cuentan con cebadores paraicaBy C.

El nimero de aislados positivos por especie es mayor en genotipo en

relacion con los fenotipos. En S. epidermidis se registraron 36/61 (59,02%) y en S.
aureus 35/39 (89,74%) (Figura 11).

S. epidermidis S. aureus

40.98%

59.02% (25/61)
(36/61) 89.74%

(35/39)

= Negativos = Positivos = Negativos = Positivos

Figura 11. Porcentaje de aislados positivos a la presencia de genes ica
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) por especie
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En el Hospital 1, 29/40 aislados fueron positivos a alguno de los 4 genes ica,
siendo 17 aislados S. epidermidis y 12 aislados S. aureus. En el Hospital 2, 32/50
aislados fueron positivos a alguno de los cuatro genes, siendo 19 aislados S.
epidermidis y 13 aislados S. aureus. En el Hospital 3, los 9 aislados de S. aureus
fueron positivos a los genes ica (Figura 12). Incluyendo la cepa ATCC® fueron

71/100 aislados positivos dentro de la poblacion.

o O

N W S O O
o O O

o

9
Hospital Hospital Hospital Total
1 2 3

NUmero de Positivos

=
o

o

Figura 12. Numero de aislados positivos ala presencia de genes ica mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) por hospitales
54 COMPARACION DE LOS FENOTIPOS CON GENOTIPOS

El nimero de aislados reconocidos como fenotipicamente positivos a la
produccion de biofilm con agar rojo Congo es menor a la cantidad de positivos
obtenidos con las pruebas genotipicas. Fenotipicamente 29/100 (29,0%) presentan
los fenotipos: casi negro, negro o muy negro, mientras que genotipicamente 71/100
(71,0%) tuvieron alguno de los 4 genes ica (Tabla 5). Sin embargo,11 aislados que
poseian un fenotipo positivo para la produccion de biofilm en el agar rojo Congo, no
obtuvieron resultados positivos a las amplificaciones de los genes codificantes para

la produccién de biofilm.
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Tabla 5. Comparacion de presencia y ausencia de biofilm entre las pruebas

fenotipicas en agar rojo Congo y las pruebas genotipicas con reaccion de

cadena de la polimerasa

N° . Biofilm por Biofilm por
aislago  0digo PUCE Rojo Coﬁgo genoti[[))o
1 CB-QCA 4524 1 1
2 CB-QCA 4540 1 0
3 CB-QCA 4556 0 1
4 CB-QCA 4566 0 0
5 CB-QCA 4569 0 1
6 CB-QCA 4571 1 1
7 CB-QCA 4574 0 0
8 CB-QCA 4576 0 1
9  CB-QCA 4577 0 1
10 CB-QCA 4583 0 1
11 CB-QCA 4584 0 1
12  CB-QCA 4587 0 1
13 CB-QCA 4588 0 0
14  CB-QCA 4592 0 0
15 CB-QCA 4598 0 0
16 CB-QCA 4613 1 0
17 CB-QCA 4615 1 0
18 CB-QCA 4616 1 1
19 CB-QCA 4620 1 1
20 CB-QCA 4629 0 1
21 CB-QCA 4634 0 1
22 CB-QCA 4636 1 0
23 CB-QCA 4653 0 1
24  CB-QCA 4655 0 1
25 CB-QCA 4656 1 0
26 CB-QCA 4659 1 1
27 CB-QCA 4681 0 1
28 CB-QCA 4682 0 1
29 CB-QCA 4695 1 0
30 CB-QCA 4696 0 1
31 CB-QCA 4709 0 1
32 CB-QCA 4710 1 1

(1) presencia; (0) ausencia; (CB-QCA) Coleccién Bacteriana Quito Catdlica
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Tabla 5. Comparacion de presencia y ausencia de biofilm entre las pruebas

fenotipicas en agar rojo Congo y las pruebas genotipicas con reaccion de

cadena de la polimerasa (continuacién...)

N° . Biofilm por Biofilm por
aislado  C0d1g0 PUCE Rojo Coﬁgo genoti[[))o
33 CB-QCA 4713 1 1
34 CB-QCA 4714 0 1
35 CB-QCA 4718 1 1
36 CB-QCA 4721 0 0
37 CB-QCA 4722 0 1
38 CB-QCA 4723 0 1
39 CB-QCA 4724 0 1
40 CB-QCA 4728 0 1
41  CB-QCA 4729 0 0
42 CB-QCA 4730 0 0
43 CB-QCA 4735 0 0
44  CB-QCA 4736 0 1
45 CB-QCA 4747 0 1
46  CB-QCA 4749 0 1
47  CB-QCA 4750 1 1
48 CB-QCA 4784 0 1
49 CB-QCA 4798 1 1
50 CB-QCA 4799 0 1
51 CB-QCA 4814 1 0
52 CB-QCA 4827 0 1
53 CB-QCA 4828 0 1
54  CB-QCA 4838 1 0
55 CB-QCA 4839 1 1
56 CB-QCA 4843 0 1
57 CB-QCA 4845 0 1
58 CB-QCA 4847 0 1
59 CB-QCA 4857 1 1
60 CB-QCA 4858 0 1
61 CB-QCA 4869 0 1
62 CB-QCA 4873 1 1
63 CB-QCA 4874 1 1
64 CB-QCA 4875 0 1

(1) Presencia; (0) ausencia; (CB-QCA) Coleccion Bacteriana Quito Catolica
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Tabla 5. Comparacion de presencia y ausencia de biofilm entre las pruebas

fenotipicas en agar rojo Congo y las pruebas genotipicas con reaccion de

cadena de la polimerasa (continuacién...)

N° . Biofilm por Biofilm por
aislago  ©0digo PUCE Rojo Coﬁgo genoti[[))o
65 CB-QCA 4881 0 1
66 CB-QCA 4888 0 1
67 CB-QCA 4889 0 1
68 CB-QCA 4891 1 1
69 CB-QCA 4892 1 0
70 CB-QCA 4899 0 1
71  CB-QCA 4901 1 0
72  CB-QCA 4902 0 0
73 CB-QCA 4909 1 1
74 CB-QCA 4911 0 1
75 CB-QCA 4926 1 0
76  CB-QCA 4927 1 1
77 CB-QCA 4929 0 1
78 CB-QCA 4930 0 1
79 CB-QCA 4931 0 0
80 CB-QCA 4943 0 1
81 CB-QCA 4944 0 1
82  CB-QCA 4947 0 1
83 CB-QCA 4949 0 0
84 CB-QCA 4951 0 0
85 CB-QCA 4960 0 1
86 CB-QCA 4965 0 1
87 CB-QCA 4973 0 1
88 CB-QCA 4983 0 1
89 CB-QCA 4986 0 0
90 CB-QCA 4989 0 1
91 CB-QCA 4993 0 0
92 CB-QCA 4998 0 0
93 CB-QCA 5001 0 1
94  CB-QCA 5002 0 0
95 CB-QCA 5003 0 0
96 CB-QCA 5018 0 1

(1) Presencia; (0) ausencia; (CB-QCA) Coleccion Bacteriana Quito Catolica
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Tabla 5. Comparacion de presencia y ausencia de biofilm entre las pruebas
fenotipicas en agar rojo Congo y las pruebas genotipicas con reaccion de

cadena de la polimerasa (continuacion)

No

aislado Cédigo PUCE Biomcr:noﬁgg Rolo B(_ij%frillgt]iggr
97  CB-QCA 5019 0 1
98  CB-QCA 5020 0 1
99 CB-QCA 5021 0 1
100 ATCC® 25923 1 1
Total 29 1

(1) Presencia; (0) ausencia; (ATCC) Coleccion Americana de cultivos Tipo, en inglés American Type

Culture Collection; (CB-QCA) Coleccion Bacteriana Quito Catdlica
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6. DISCUSION

En la actualidad, se deben tomar en cuenta distintos factores al momento de
tratar una infeccidon bacteriana, ya que cada especie puede mostrar diferentes
formas de combatir los agentes antimicrobianos. Los mecanismos primarios son las
resistencias innatas, ya sean por: desactivacion enzimatica del agente,
acumulacion reducida del agente por afluencia reducida o eflujo incrementado, o
distintos tipos de modificaciones del sitio blanco (Duijkeren, Schink, Roberts, Wang
y Schwarz, 2018).

A continuacion, el factor de creciente preocupacion es la resistencia
adquirida a distintos agentes antimicrobianos. Existe una urgente busqueda por
nuevos antibioticos para luchar contra bacterias multirresistentes, ya que estan en
constante evolucion debido a la presion selectiva que reciben y el uso
indiscriminado de antibiéticos (Tacconelli et al., 2018). Esto se debe a la facilidad
gue tienen las bacterias de compartir material genético mediante la conjugacion,

transduccion y transformacién (Haaber et al., 2017).

Por dltimo, pero no menos importante, se encuentran distintos factores de
virulencia que poseen las distintas especies de bacterias. Tanto en S. epidermidis
como en S. aureus podemos encontrar un factor de virulencia en comun, el biofilm.
Este ha sido uno de los factores de virulencia que ha convertido a S. epidermidis
en una creciente preocupacion como patdégeno oportunista en ambientes de
hospital. Este le permite adherirse a varias superficies de aparatos médicos y evitar
el sistema inmune del hospedero (Otto, 2009; Arciola, Campoccia, y Montanaro,
2018). S. aureus, ademas de tener un arsenal de factores de virulencia, también
posee los mismos genes para la produccion de biofilm, con una similitud de icaA e
icaD de 76 y 72% respectivamente (Rohde, Knobloch, Horstkotte y Mack, 2001).

En la presente investigacién las pruebas de rojo Congo mostraron una
variabilidad en los fenotipos presentes en la poblacion. De estos, los dominantes
fueron los fenotipos rojo y rojo obscuro, y en menor cantidad los fenotipos negros
relacionados con la produccién de biofilm. Considerando a los fenotipos casi negro,
negro y muy negro como biofilm positivos, se identificé que el 34,43 % de los
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aislados de S. epidermidis y el 20,51% de los aislados de S. aureus fueron positivos
a la presencia de biofilm. Esto contrasta con los resultados obtenidos por los
andlisis genotipicos, donde existieron un mayor numero de aislados positivos a la
presencia de genes codificantes para la produccién de biofilm. Esto se pude deber
al requerimiento de estrés ambiental o condiciones Optimas para que la bacteria
sea capaz de producir biofilm. Por ejemplo: la presencia de etanol, isopropanol,
NaCl y un pH cercano a 7 (O’Gara, 2007; Luther, Bilida, Mermel y LaPlante, 2015;
Tango et al., 2018).

Las bacterias empleadas en esta investigacion fueron sometidas a un tipo
de estrés ambiental al ser cultivadas en agar manitol salado previamente a la
inoculacion en agar rojo Congo. Pero la expresion también depende de varios
factores que estan constantemente regulando la produccion de biofilm. El gen icaR
codifica un represor del gen icaA, que se adhiere a la regidon promotora del locus
ica (Anexo 2) (Conlon, Humphreys y O'Gara, 2002; O’Gara, 2007). Otro regulador
es elemento mévil 1IS256, que puede acoplarse en distintas regiones del locus ica,
provocando que una cepa positiva a la produccion de biofilm se vuelva negativa
(Ziebuhr et al. 1999; Arciola et al., 2015; Arciola, Campoccia, y Montanaro, 2018).

Por esta razon es necesario complementar los estudios fenotipicos con el
andlisis molecular de los genes asociados a la produccion de biofilm. Con las
reacciones de PCR se incrementd el niamero inicial de aislados positivos a la
produccion de biofilm de 29/100 a 71/100. Aunque el método de agar rojo Congo
es utilizado generalmente para confirmar la presencia de biofilm, no siempre se
puede determinar exactamente si el aislado es positivo a la presencia de genes ica
productores de biofilm (Lee, Bae, Han y Lee, 2016). Por esto se han propuesto
modificaciones al método del agar rojo Congo para volverlo mas efectivo en la
deteccion de biofilm incrementando el estrés a la bacteria. Existen una variedad de
propuestas como cambiar el agar de Infusion cerebro corazén (BHI agar) por caldo
Tripticasa soya (TSB) (Lee, Bae, Han y Lee, 2016), o afadir NaCl (Kaiser et al.,
2013).

El porcentaje de aislados positivos después de las pruebas genotipicas se
incrementd de 34,43% al 59,02% en S. epidermidis y de 20,51% al 89,74% en S.
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aureus. En la literatura se pueden observar patrones similares, en el que hay un
mayor porcentaje de aislados positivos para genes ica en S. aureus que en S.
epidermidis. En Cala et al. (2015), de una poblacion de S. epidermidis proveniente
de la piel de pacientes hospitalizados los resultados positivos fueron de 45/105
aislados (42,85%). Solati, Tajbakhsh, Khamesipour y Gugnani (2015) obtuvieron
35/80 aislados de S. epidermidis productores de biofilm provenientes de distintas
muestras (orina 52,5%, sangre 28,75% y bolsas de dialisis 18,75%). De estos,
existio una variacion de presencia de genes relacionados con la cantidad de biofilm
producido. Esto explica la variacion de genes presentes en aislados de S.
epidermidis de la presente investigacion que carecia de todos los genes, donde
solo 35/61 aislados (57,38%) fueron positivos para icaB y 26/61 (42,62) fueron

positivos para icaC.

El porcentaje de aislados de S. aureus positivos a la amplificacion del gen
icaA en la presente investigacion fue de 34/39 aislados (87,18%) y para icaD 34/39
aislados (87,18%). Existe una variedad de resultados sobre la presencia de los
genes ica en S. aureus. En Mirzaee, Peerayeh y Ghasemian (2014) se estudiaron
63 aislados clinicos de S. aureus resistentes a la meticilina (MRSA) y encontraron
una prevalencia de 38/63 aislados (60,3%) con presencia del gen icaA y 63/63
aislados (100%) con presencia del gen icaD. En Knobloch, Horstkotte, Rohde y
Mack (2002) entre 82 aislados de cultivos de sangre y 26 nasales de S. aureus, la
totalidad poseia los genes ica. Esto puede se explica en Rhode, Knobloch,
Horstkotte, y Mack (2001) como una variacidon dependiente del origen de las
muestras. Esto se podia notar en Arciola, Baldassarri y Montanaro (2001), donde
solo el 61% de su poblacion de S. aureus provenientes de infecciones por catéteres
poseian los genes icaA e ica D. Pero en otro estudio de (Arciola et al., 2005) con
muestras obtenidas de protesis ortopédicas, el porcentaje de positivos aumento

significativamente.

En esta investigacion los aislados provienen de distintos tipos de muestras y
los porcentajes de resultados positivos varian, tanto por especie como por muestra:
muestras de sangre 27/44 (61,36%) (18 S. epidermidis y 9 S. aureus), muestras
provenientes de punta de catéter 7/7 (100%) todas S. epidermidis, muestras de

orina 2/2 (100%) S. aureus y S. epidermidis, muestras de abscesos 4/4 (100%)
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todas S. aureus; por lo que relacionar el porcentaje de positivos con el origen de la

muestra no es posible.

Hubieron 11 aislados que poseian un fenotipo positivo para la produccion de
biofilm en agar rojo Congo sin dar resultados positivos en las reacciones de
amplificacion. Esto pudo haber ocurrido por dificultades en la digestion de la pared
celular, ya que el protocolo de PROMEGA® recomienda usar una mezcla de 60 pl
de Lisozima (10 mg/ml) y 60 pl de Lisostafina (10 mg/ml) para una buena lisis de la
pared celular. En esta investigacion se utilizé 120 ul de Lisozima (10 mg/ml). Otra
posibilidad pudo haber sido la fuerte presencia de biofilm en las colonias, esto pudo
haber dificultado actividad enzimatica de la Lisozima, de una manera similar en la
gue evade el contacto con los leucocitos en un cuerpo huesped (Arciola, Campoccia
y Montanaro, 2018).

La presente investigacion ha logrado comprobar que los genes ica estan
presentes en las poblaciones de S. aureus y S. epidermidis provenientes de
hospitales de dos ciudades. En Kozitskaya et al. (2004) relacionan la presencia de
los genes icaADBC con resistencias a antibidticos y a la presencia de multiples
copias del elemento movil 1IS256 en cepas clinicas, sugiriendo que este conjunto de
elementos proporciona una variabilidad que le brinda una ventaja frente a cambios

ambientales.

El estudio de biofilm en estafilococos dentro de Latinoamérica se concentra
en Brasil. Sobre S. epidermidis, Silva (2014) encontré una incidencia del 48% de
cepas de hospital que presentaban los genes ica. En cuanto a S. aureus, Batistao
et al. (2016) encontraron que las cepas de su estudio cassette cromosémico
estafilococico (SCCmec, por sus siglas en inglés) tipo Ill, que le confiere la

resistencia a la meticilina.

Dentro de Ecuador no existen estudios de biofilm en S. aureus y S.
epidermidis. Pero existen estudios sobre los grupos clonales de S. aureus
circulantes en el pais con los cuales podemos relacionar la presencia de biofilm.
Segun Zurita, Barba, Ortega-Paredes, Mora y Rivadeneira (2016) los clones de S.

aureus USA300-LV y USA600 fueron encontrados en el pais. Estos poseen una
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diversidad de cepas capaces de producir biofilm fuertes o débiles (King,
Kulhankova, Stach, Vu y Salgado-Pabén, 2016).

Conociendo que los grupos clonales de S. aureus capaces de producir
biofilm se encuentran presentes en el pais, se podria esperar que existan varias
resistencias a antibioticos transferidas entre S. aureus y S. epidermidis. Esto debido
a que ambas bacterias suelen compartir nichos y el biofilm es un ambiente propicio
gue mejora la capacidad de transferencia horizontal de material genético (Savage,
Chopra y O'Neill, 2013; Haaber et al., 2017). La transferencia de resistencias a
aminoglucésidos y a Linezolid entre S. aureus y S. epidermidis ha sido
documentada en varios estudios (Haaber et al., 2017; Cafini et al. 2016), por lo que
el crecimiento de S. epidermidis como un patégeno casual en hospitales es de

esperarse.

Comprender el funcionamiento del locus ica nos puede brindar pistas sobre
los tratamientos médicos a seguir en caso de infecciones con bacterias productoras
de biofilm, para lo que se suele recomendar remocion quirdrgica del implante
infectado y administracién de vancomicina en caso de ser resistente a la meticilina
(MRSA) (Archer et al., 2011). McCarthy et al., (2015) al relacionar la produccion de
biofilm en aislados clinicos de S. aureus resistentes a la meticilina (MRSA) y
sensibles a la meticilina (MSSA), notaron que los aislados sensibles producian
biofilm ica-dependiente, mientras que los resistentes formaban biofiim ica-
independientes, indicando que cuando las bacterias adquieren la resistencia
prefieren producir biofilm del tipo proteico (ica-independiente) al biofilm tipo

polisacéarido (ica-dependiente).

El estudio del biofilm de tipo PIA es un area que aun requiere de mucha
investigacion. Todavia se desconoce si los genes pueden ser transferidos
horizontalmente (Kozitskaya et al., 2005) o de tratamientos efectivos. Para futuros
proyectos se podria evaluar la relacion de la produccién de biofilm con resistencias
a otro tipo de antibiéticos como en Kozitskaya et al. (2004) dentro del pais, ya que
conocemos que existen cepas capaces de producir biofilm con resistencias a
algunos antibidticos (Batistao et al., 2016). Existen estrategias terapéuticas que se

encuentran en fase pre-clinica como péptidos antimicrobianos, bacteri6fagos,
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enzimas degradantes de biofilm o bloqueadores de quorum sensing, pero ain no
logran su cometido al 100% (Otto, 2019) por lo que la investigacion debe continuar
para prevenir las complicaciones en el tratamiento de infecciones de hospital con

S. aureus o con S. epidermidis.
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7. CONCLUSIONES

Dentro de las ciudades de Quito y el Puyo existe concurrencia de infecciones

con S. aureus y S. epidermidis con capacidad de producir biofilm.

Las pruebas fenotipicas con el método de agar rojo Congo no son 100%
exactas en la identificacion de aislados capaces de producir biofilm ica-

dependiente.

La expresién de biofilm es muy variada, como se pudo evidenciar en los

distintos fenotipos mostrados en rojo Congo.

La verificacion por medio de Reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR) es
la mejor manera de verificar la presencia de genes productores de biofilm

ica-dependiente.
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Anexo 1. Escala de patron colorimétrico para la evaluacion de agar rojo
Congo tomado de Arciola et al., (2002)

Almost black (ab), black (b), Bordeaux (brd), red (r), very black(vb), very red (vr)
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Anexo 2. Mecanismo de activacion e inhibicién de biofilm ica-dependiente en
Estafilococos tomado de O’Gara, 2007

(a) NaCl

PIA/PNAG

Las flechas verdes indican vias reguladoras positivas y las flechas rojas indican
vias reguladoras negativas.



